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Die Erfindung betriflt spezlfische AntikSrper. insbesondere einen AntikSrper spezl- 
flsch gegen einen LepHn-Rezeptor (Leptin-R) Oder ein Leptin-Bindungsprotein 
(Leptin-BP), sowie die Venwendung dieses Antlkorpers bei der quantitativen Ana- 
lyse, in ausgewdhiten Indlkationen fQr therapeutlsche Zwecke und zur Heretellung 
von Therapeutika. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur quantitativen 
Bestfmmung von Leptin in der Probe gelfister Oder suspendierter Leptin- 
Bindungsproteine unter Venfl^endung spezifischer Antikdrper, sowie Diagnostika 
und (Diagnostik-) Kits entlialtend diesen Antikdrper. 

Leptin (abgeleitet vom griecliischen Wort leptos = dOnn) ist ein EiweiBhormon. 
das primar von den Fettzellen (Adipozyten) sezemiert wird. Leptin wurde 1994 
(Zhang et aL (1994) Nature 372. 425) als ungefahr 16 kDa und aus 146 Amino- 
sauren bestehendes Genprodukl des obese Genes (ob Gen) entdeckt und spielt 
eine wichtige Rolle im Energiehaushalt (Friedman et al.. (1998) Nature 395, 763 - 
770). Neben der Bedeutung fQr den Energiestoffwechsel wurden mittlerweile wei- 
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terhin seine BeteiHgung an der Modulation von immunkompetenten Zellen (Lord et 
al., (1998) Nature 394, 6696) oder hamotopoetischen Zellen (Slerra-Honlgmann 
et al., (1998) Science 281, 1683-1686) und eine pennissive Funiction bei der Pu- 
bertatsinduktlon (Quinton et al., (1999) J Ciin Endocrinol Metab 84(7), 2336-41) 
5 t)esciirieben. 

Das Fehlen des Leptingens fQiirt bei Mdusen (ob/ob Maus) zu massivem Ober- 
gewiciit (Adipositats). Aufigrund der Tatsache, dass die Zugabe von Leptin zu 
^ ob/ob M3usen zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme und schlie&lich zu einem 

•0 Gewiclitsverlust fQhrte, wurde dem Leptin eine Roile als AppetitzQgier zugespro- 
chen. Die Zusammeniiange sind ailerdings weit Icomplexer. 

Die Wiricung des Leptin wird Ober den Leptin-Rezeptor (Leptin-R) (Tartaglia et al., 
(1995) Ceil 83(7), 1263-71) vennittelt und fOiirt zur Alctivierung von intrazellularen 
15 Signaikasioden. Der Leptin-Rezeptor geiiort zur sogenannten Kiasse I der Cyto- 
kine Rezeptor Superfamilie. Bei vieien Rezeptoren dieser Familie, so aucii dem 
Leptin-Rezeptor, ziri<uliert ein extrazeiiuiSre Antell des Leptin-Rezeptors als Lep- 
tin-Bindungsprotein im Biut 

^20 Ein Leptin-Rezeptordefekt konnte auch beim Menschen als ein Grund fQr Ober- 
gewicht identifiziert werden (Clement et al., (1998) Nature 392, 398 - 401). Um- 
gekehrt scheinen Patienten mit Anorexia nervosa (Magersucht) im VerliSltnls zur 
reduzierten Fettmasse erhOhte Leptinwerte zu haben. Die Bestimmung der Kon- 
zentration von Leptin im Biut oder in Serumproben ist daher ein wesentiiclies dla- 
25 gnostisches Wericzeug zur AbklSrung der Ursache von Essstdmngen oder exlre- 
mer FetUeibigkeit. 

Die quantitative Bestimmung von Leptin aus einer Probe und insbesondere einer 
physiologiscli in KdrperflQssigkeiten - wie z.B. dem Slut - Ist ein hochranglges tfie- 
30 rapeutisciies Ziel und ein wiclitiges diagnostisches Hllfemittei der Medizln. Viele 
dieser ptiysiologischen Verbindungen, wie z.B. Honnone und andere Botenstoffe, 
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binden spezifisch an sogenannte Bindungsproteine oder Rezeptoren, die vielfach 
selbst in der FIQssigkeit - wie z.B. dem Blut - gelost Oder suspendiert sind. Damit 
besteht aber beisplelsweise die Gefahr, dass sich vor oder wahrend der Wir- 
kungsentfaltung oder aucli der quantitativen Bestimmung ein Komplex aus zu 
S messender Verbindung, namlich den zu bestimmenden Leptin (Ligand) und dem 
Leptin-Bindungsprotein bildet und somit die Wirl<ung des Liganden beeinfiusst 
Oder auch der Ligand einer Messung entzogen wird. Aucii be! Messverfahren, bei 
denen der Probe zu Zwecken der Messung ein markierter Ligand zugesetzt wird, 
bestelit die Gefahr, dass das Bindungsprotein den markierten Liganden der Ld- 
sung und damit der Messung entzielit. Damit kommt es haufig zu einer deutliclien 
Interferenz des Bindungsproteins in der quantitativen Messung und Diagnostik. 

In Zeiten^in denen Energiestofiwechselstdrungenp insbesondere Essstdrungen, 
wie Anorexia nervosa (Magersucht) hdufiger auftreten, ist es von groQem Interes- 
ts se und wirtschaiFtlicher Bedeutung^wirksame Leptin-Antagonisten zu identifizieren, 
welclie die Funktion von Leptin vermindern, hemmen oder auch blockieren kon- 
nen. 



Mit derartigen Leptin-Antagonisten konnten durch eine selektive Blockade des 
Leptin-Rezeptors und/oder durch Verdrsingung von Leptin von Leptin- 
Bindungsproteinen physiologische Regulationsmechanismen und spezifische Ef- 
fekte des Leptins in vitro untersucht werden. DarOber hinaus konnen ebenfalls 
schddliche Auswirkungen eines unerwQnschten, unphysioiogischen Leptinspie- 
gels in wVo behandelt werden. 



Da geeignete Substanzen, die spezifisch mit Leptin interagieren nicht zur VerfQ- 
gung stehen, sind zunSchst schon einmal keine eindeutigen Messwerte Qber den 
physioiogischen Leptinsplegel zu erhalten, denn aufgrund des loslichen Leptin- 
Bindungsproteins werden alle Messwerte durch Interferenzen zwischen Leptin 
30 und dem Leptin-Bindungsprotein verfalscht. 



In der Regel werden fQr die Analyse der Leptlnkonzentratlon sogenannte Immu- 
noassays benutzt. DIese beruhen auf dem Prinzip der Interaktion von spezlfischen 
Antikdrpem mit einem Analyten. Es werden wahlwelse auch kompetitive Assays 
venwendet (wie der Radfoimmunoassay, RIA), bei denen markiertes Leptin mit 
dem In der Probe vorhandenen Leptin um die Bindung an einen Antikorper kon- 
kuniert und somit ein zur Konzentration des zu messenden Analyten umgekehrt 
proportlonales Signal entsteht. Am haufigsten Jedoch werden inzwischen Sand- 
wich-lmmunoassays eingesetzt. bei denen ein immobllisierter spezifischer Antl- 
k5rper den Analyten bindet („Fangantik6rpeO. und ein zweiter. gegen ein unter- 
scliiedliches Epitop des Analyten gerichteter markierler AntikSrper dann den nun 
Immobilisierten Analyten bindet. Hierdurch entsteht ein Signal, das proportional 
zur Menge des gebundenen Analyten 1st. Das bekannteste Belsplel dieser Me&- 
methode 1st der „enzyme linked Immuno sorbent assay" (EUSA) mit eInem kolo- 
rimetrischen Endpunkt, da regelmd&ig das zur Messung nStige Photometer vor- 
handen ist Andere Magltchkeiten der SIgnalgeneration sind Radioaktlvitat, Che- 
milumineszenz oder (zeitaufgeldste) Fluoreszenz. 

Allen oben genannten Assaytechniken liegt das Prinzip der hochaffinen, spezlfi- 
schen Bindung zwischen einem gegen ein bestimmtes Mormon - in diesem Fall 
Leptin - gerichteten AntikOrper und dem HomionmolekOI In der zu analyslerenden 
Probe zugmnde. 

Der wesentliche StSrfaktor fQr die Messung von Leptin in Semm oder Blut, ist das 
Vorhandensein eines hochaffinen Leptin-Bindungsprofeins, namlich dem laslichen 
extrazelluiaren Antell des Leptln-Rezepfors, in humanem Semm. Der Effekt die- 
ses Leptln-Blndungsproteins auf das MeOergebnis kann je nach venwendetem 
Assayprinzip (kompetltlver Assay oder Sandwich-Assay) zu falsch hohen oder 
falsch niedrigen Werten fOhren. Beim kompetitiven Assay kann eineraeits markier- 
tes Leptin (als sogenannter .Tracer") durch das Leptin-Bindungsprotein gebunden 
und somIt dem Assayansatz entzogen werden, was zu falsch hohen Konzentrati- 
onsangaben fDhrt. Andererseits kann das Leptin-Bindungsprotein aber auch ste- 
risch die Interaktion des spezlfischen Antikorpers mit den LeptinmolekQIen aus 



einer Serumprobe behindem und somit ebenfalls zu felsch niedrigen Konzentratl- 
onen Im kompetltlven Assay fOhren. Hingegen fUhrt diese sterische Behlnderung 
der Interakllon zwischen Antik6rper und Hormon beim Sandwich-lmmunoassay in 
der Regel zu falsch niedrigen Resultaten. da weniger Hormon oder weniger De- 
telrtionsantil«5rper gebunden wird. Besonders relevant wikI der durcli diesen Stor- 
fairtor entstehende Fehler bei den MeBergebnissen unter bestlmmten physiologi- 
schen oder pathoiogisciien Bedingungen, die mit einer VerSnderung der Leptin- 
Konzentration im Blut eintiergehen. 

Urn eine standardlsierbare diagnostische IVIetiiode zu entwiclceln. besteiit daher 
ein erhShter Bedarf selelctive. spezifiscfie und wirlcsame Substanzen bzw. Mole- 
kQ\e bereltzustellen, die an einen Leptin-Rezeptor und/oder ein LepHn- 
Bindungsprotein binden. 

Bislang sind nur wenige Substanzen bzw. IVIoleicQle belcannt, vweiciie die Anfor- 
demisse fOr eine selelctive. spezifische und wirksame Bindung an einen Leptin- 
Rezeptor und/oder ein Leptin-Bindungsprotein, erfOllen. Zum Beispiel berichtet 
Gonzales et al. (Gonzales et al.. (2003) Mol Hum Reprod 9(3). 151-8) Qber einen 
polyWonaten AntikSrper. der eine gewisse Blockade der Leptlneffekte zu eriauben 
scheint. Solche polyklonalen Antik6rper sind jedoch nicht reproduzlerbar. nicht 
humanisierbar und auch nur in begrenzter Menge vorhanden. 

Weitere LdsungsansStze fOr das Problem der Messungenauigkelten betreffen ei- 
nerseits methodische Extraktionsverfaiiren, die vor die eigentliche Messung ge- 
schaltet werden und z. B. die Leptin-Bindungsproteine zu elimlnieren. Dies bedeu- 
tet jedoch einen erhebllciien methodischen Mehraufwand und kann zu erhebli- 
chen Messungenauigkelten fOiiren. Insgesamt gibt es also im Stand der Technik 
noch keine befriedigende Ldsung der Problematik I6sllcher Leptin- 
Blndungspioteine In zu analysierenden Probeh zu elimlnieren. 

Es ist daher Aufgabe der im folgenden beschriebenen Erfindung. die Interaktion 
von insbesondere gel6sten/m oder suspendierten/m Leptin-Bindungsprotein(en) 



Oder Leptin-Rezeptoren von dessen/deren Ligand(en) auf einfache Art zu vermin- 
dem Oder verhindem. 



Dieses geschleht durch eine Technik, mit deren Hllfe diese Testsysteme, Insbe- 
sondere alle derzelt existierenden Assays fOr Leptin, unanfailiger fiir den Stdrfek- 
tor des In bspw. Serumproben stets vorhandenen Leptfn-Bindungsprotelns - wie 
den extrazelluiaren Anteil des Leptin-Rezeptors - gemacht warden kOnnen. Ziel 1st 
es, Erkrankungen und/oder Symptome zu dlagnostizleren und zu behandein, die 
mit einem Leptin-Oberschuss einhergehen sowie ein Arzneimittel fQr derartige 
Oiagnosen und/oder Tlierapien bereltzustetlen. 

Es ist den Erfindem der vorliegenden Erfindung gelungen ein MolekQI - in Form 
eines Antlkorpers - zu Identifizleren und bereitzustellen. das spezifisch die Bin- 
dung von Leptin an einen Leptin-Rezeptor im wesentlichen verhindert und Leptin, 
welches an ein Leptin-Blndungsprotein gebunden ist, von diesem Leptin- 
Bindungsprotein zu verdrSngen. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist dalier ein Antikorper A gegen einen Leptin- 
Rezeptor und/oder ein Leptin-Bindungsprotein, dadurch gekennzeichnet, dass 
dieser die Interaktfon des Leptin-Rezeptors und/oder des Leptln-Bindungsproteins 
mit einem Liganden im wesentlichen vemnlndert, vorzugsweise verhindert. 

Der Begriff "Antikdrper" umfasst im vorliegenden Sinne sowohl polyklonale. ins- 
besondere polyklonale monospezifische AntlkQrper (d.h. Antikorper mit verschle- 
denen variablen Regionen, die jedoch alle ein spezifisches Epitop erkennen), als 
auch monoklonale. chimarische Antikorper, anti-idiotypische AntlkSrper (gerichtet 
gegen erfindungsgemSBe AntikSrper). die alle in gebundener Oder iOsllcher Fomi. 
vorliegen und ggf. durch "Label" (bspw. Fiuoreszenzmarker, Goldmarker. ange- 
koppelte Enzyme) markiert sein kOnnen. sowie auch Fragmente der vorgenannten 
Antlkerper. Neben den Fragmenten von erfindungsgemSBen AntlkOrpem in Al- 
leinstellung k6nnen erfindungsgemSBe AntikOrper auch in rekombinanter Form als 
Fusionsproteine mit anderen (Protein)-Bestandteilen auflreten. Fragmente als 
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solche Oder Fragmente von erfindungsgemSQen Antikdrpem als Bestandteile von 
Fusionsproteinen werden typlschenwelse durch die Methoden enzymatischer 
Spaltung. der Protein-Synthese Oder die dem Fachmann gelSufigen Relcombinati- 
onsmethoden hergestellt. Als Antil<6rper werden nacii der vorliegenden Erfindung 
5 also sowohl polyklonale, monoMonale, humane oder humanisierte oder rekombi- 
nante Antikdrper oder Fragmente davon, single chain AntikSrper oder auch syn- 
thetische Antikdrper bezeichnet. 

Bel den polyklonalen Antikdrpem handelt es sich um heterogene Mischungen von 
AntikdrpemriolekQIen, die aus Seren von TIeren hergestellt werden, die mit einem 
Antigen Immunisiert worden sind. Ein monoklonaler Antikdrper enthait eine im 
Wesentlichen homogene Population von Antikdrpem, die spezifisch gegen Anti- 
gene gerichtet sind, wobei die Antikdrper im Wesentlichen gleiche EpHop- 
Blndungsstellen. aufweisen. Die verschiedenen Antikdrpervarianten mit Monospe- 
zifitat kdnnen den nachfolgend beschriebenen Immunglobulinklassen angehdren. 
15 es kann sich also um Mischungen von verschiedenen Haupt- oder Subklassen 
handein, bevorzugt handelt es sich um eine homogene Mischung von IgG- 
Antikdrpem. Diese Homogenitat kann durch einen zusatzliche Reinigungsschritt 
(Immunoprazipitation, Chromatographie, bspw. Uber gegen IgG gerichtete Anti- 
kdrper) erreicht werden. 

^^^0 Mpnoklonale Antikdrper kdnnen durch die im Stand der Technik bekannten Ver- 
fahren erhalten werden (z. B. Kdhler und Milstein, Nature, 256, 495-397, (1975); 
US-Patent 4,376,110; AusQbel et a!., Harlow und Lane "Antikdrper": Laboratory 
Manual, Cold Spring, Harbor Laboratory (1988); Ausubel et al., (eds), 1998, Cur- 
rent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York)). Die in den 
25 vorgenannten Literaturstellen enthaltene Beschreibung wird als Bestandteil der 
vorliegenden Erfindung In die OfFenbarung der voriiegenden Erfindung einbezo- 
gen. In kurzen Worten, man versteht unter monoklonal insbesondeie das Pix>dukt 
eines kQnstlichen Konstrukts, in welchem eine Antikdrper-produzieiende Zelle (B- 
Zelle) mit einer immortalisierten Krebszelle fusionlert wIrd (Hybridom), was zu el- 
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ner Hybrldomzelle fQhrt Daraus sind spezifische Antlkerper zu gewlnnen, die alle 
ausschlfeBllch auf ein Epitop gerichtet sInd. EIn Hybridom-Zellklon, der erfin- 
dungsgemaSe monoklonale AntikSrper produzlert, wird in vitro kultiviert. 



Auch lassen sich gentechnlsch manipulierte erfindungsgemaBe AntikOrper nach 
Verfahren, wie in den voigenannten Dmckschriften beschrieben. heratellen. 

Erfindungsgemaiie Antikdrper kdnnen einer der folgenden Immunglobulinklassen 
angeliSren: IgG. IgM, IgE, IgA. GILD und ggf. einer Unterklasse der vorgenannten 
Klassen. wIe die Subklassen des IgG oder deren Mischungen zu verstehen. Be- 
vorzugt sind IgG und seine Subklassen wie beispielswelse IgGI, lgG2, lgG2a, 
lgG2b. lgG3 Oder IgGM. Besonders bevorzugt sind die IgG Subtypen IgGI/k oder 
lgG2b/k. 

Bei den erfindungsgemaBen chimarische Antikorpem handelt es sich urn MolekQ- 
le, die verschiedene Bestandteile enthalten, wobei diese sich aus verschiedenen 
Tierarten ableiten (z. B. AntikSrper. die eine variable Region, die aus einem Mau- 
se-monoklonalen Antlkdiper abgeleitet ist. und eine konstante Region eines hu- 
manen Immunglobulins aufweisen). Chimarische AntikSrper wenien vorzugsweise 
eingesetzt, urn einerseits die Immunogenizitat bei der Anwendung zu reduzieren 
und andererselts die Ausbeuten bei der ProdukBon zu ertiShen. z.B. ergeben mu- 
rine monoklonale AntikOrper hdhere Ausbeuten aus Hybridom-Zellinien. fOhren 
aber auch zu einer hdheren Immunogenizitat beim Menschen. so dass hu- 
man/murine chimarische Antikdrper vorzugsweise eingesetzt werden. Chimari- 
sche AntikGrper und Verfahren zu ihrer Herstellung sind aus dem Stand der 
Technik bekannt (Cabilly at al., Proc. Natl. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984); Morri- 
son et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 81:6851-6855 (1984); Boullanne et al. Nature 
312 643-646 (1984); Cabilly et al.. EP-A-125023; Neuberger et al.. Nature 314: 
268-270 (1985); Taniguchi et al.. EP-A-171496; Momon et al.. EP-A-173494: 
Neuberger et al., WO 86/01533; Kudo et al.. EP-A-184187: Sahagan et al.. J. Im^ 



munol. 137: 1066-1074 (1986); Robinson et al., WO 87/02671; Liu et al., Proc. 
Natl. Acad. Scl USA 84:3439-3443 (1987); Sun et al., Proc. Natl, Acad. Scl USA 
84:214218 (1987); Better et al.. Science 240: 1041-1043 (1988) und Hariow und 
Lane, AntlkOrper: A Laboratory Manual, wie oben zHIert. DIese ZItatstellen werden 
als zur Olfenbarung gehSrig in die voriiegende Erfindung einbezogen. 

EIn erfindungsgema&er anti-idiotypischer Antikorper 1st ein Antlkdrper, der eine 
Detennlnante, die im Allgemeinen mit der Antigenbindungsstelle eines erfin- 
dungsgemaBen Antikdrpers assoziiert 1st, erkennt. Ein antl-ldlotypischer Antikor- 
per kann durch die Immunlsierung eines Tieres der gleichen Art und des gleichen 
genetischen Typs (z.B. eines Mausestamms) als Ausgangspunkt fOr einen mo- 
noklonalen Antikorper, gegen welchen ein erfindungsgemaUer anti-idiotypischer 
Antikorper gerichtet ist, hergestellt werden. Das immunisierte Tier wird die idloty- 
pischen Determinanten des immunisierenden AntikOrpers durch die Produktlon 
eines Antikdrpers. der gegen die idlotyplschen Detemriinanten gerichtet ist (nSm- 
lich ein erfindungsgemaOer anti-kliotypischer Antikdrper). ericennen (U.S. 
4,699,880). Ein erfindungsgemd&er antl-idk>typischer Antikdrper kann auch als 
Immunogen eingesetzt werden, urn eine Immunantwort in einem weiteren Tier 
hervorzurufen und urn dort zur Produktlon eines sog. anti-anti-ldiotyplschen Anti- 
kdrpers zu fOhren. Der anti-anti-kiiotypische Antikorper kann, muB aber nicht, be- 
zQglich seiner Epitop-Konstruktk>n identisch mit dem originSren monoklonalen 
Antikdrper sein, der die anti-idiotypische Reaktion hervorgerufen hat. Auf diese 
Weise kdnnen durch die Verwendung von gegen idiotypische Determinanten ei- 
nes monoklonalen Antikdrpers gerichtete Antikdrper andere Klone, die Antikdrper 
von identischer Spezifitat exprimieren, identifiziert werden. 

Monoklonale Antikdrper, die gegen ein in KdrperflQssigkelten geldstes oder sus- 
pendiertes physiologisches Bindungsprotein eines physiologischen LIganden ge- 
richtet sind, kdnnen eingesetzt werden, um die Bindung von anti-ldlotypischen 
Antlkdrpem in entsprechenden TIeren, wie z. B. der BALB/c Maus, zu Induzieren. 
Zelien aus der MHz einer solchen immunisierten Maus kdnnen verwendet werden, 
um anti-idiotypische Hybridom-Zelllnien. die anti-Wiotyplsche monoklonale Anti- 
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k6rper sekretieren. zu produzieren. Weiterhin kdnnen anti-idiotypische monoklo- 
nale Antikorper auch an einen Trager gekoppelt warden (KLH. "keyhole limpet 
hemocyanin") und dann venvendet werden, urn weitere BALB/c-Msiuse zu Immu- 
nlsleren. Die Sera dieser Mause enthalten dann anti-anti-ldiotypische Antikdrper, 
die die BIndungseigenschaften der originSren monoklonalen Antikorper haben 
und spezifisch fOr ein in KorperflQssigkeiten geldstes oder suspendiertes physio- 
logisches Bindungsprotein eines physiologischen Liganden (s. bevorzugte Bei- 
spiele unten). Die antl-idiotypischen monoklonalen Antikorper haben auf diese 
Weise Ihre eigenen Idlotypischen Epitope oder "Idiotope". die struktureli mtt dem 
zu untersuohenden Epitop dhnlich sind. 

Die Bezeichnung "Antikdrper" soil sowohl Intakte MolekQIe als auch Fragmente 
derseiben einschlieBen. Als Fragmente selen alle veikQrzten oder veranderten 
Antik6rperfragmente mit einer oder zwei dem Antigen-komplemenUlren Blndungs- 
stellen, wie AntikOrpertelle mit einer den Antikorper entsprechenden von leichter 
und schwerer Kette gebildeten Bindungsstelle wie Fv-, Fab- oder F(abV 
Fragmente oder Einzelstrangfragmente, genannt. Bevorzugt sind verkorzte Dop- 
pelstrangfragmente wie Fv-, Fab- oder F(ab')2. Fab und F(ab')2-Fragmente ent- 
behren eines Fc-Fragments, wie etwa In einem intakten Antikorper vorhanden, so 
dass sie im Blutkreislauf schnelier transportiert werden kdnnen und vergleichs- 
weise weniger nicht-spezifische Gewebsbindung als intakte Antikdrper aufweisen. 
Hierbei wird hervorgehoben, dass Fab und F(ab')2 Fragmente von erfindungsge- 
m§Ben AntikSrpem bei einem erfindungsgemaBen Verfahren i.S. der vorliegen- 
den Erfindung eingesetzt werden kdnnen. Solche Fragmente werden typischer- 
weise durch proteoiytische Spaitung hengestelit, indem Enzyme, wie z. B. Papain 
(zur Herstellung von Fab-Fragmenten) oder Pepsin (zur Herstellung von F(ab')2, 
Fragmenten) venvendet werden, oder durch chemische Oxidatton oder durch 
gentechnische Manipulation der Antikdrpergene erhalten werden. 

Weiterhin kann ein erfindungsgema&er Antikorper auch weitere kovalent (oder 
nicht kovalent) angekoppelte MolekQIe oder Gruppen aufweisen, bspw. eine Fluo- 
reszenzmarkierung oder einen Label, bspw. einen Goldlabel, oder spezifische 
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Epitope, die von DrittmoleicQien erkannt werden kfinnen. Weiterhin kann ein erfin- 
dungsgemS&er Antikdrper auch bispezifisch sein, also mit seinen beiden Parato- 
pe unterschiedllche Epitope erkennen, vorzugsweise zwei versciiiedene Epitope 
des gleichen Proteins oder Peptids (s.o.), ggf. kSnnen aber auch die beiden Para- 
tope iiirer Struktur nach unterschiedlich sein, jedoch dasselbe Epitop oder zumin- 
dest Qberlappende Bereiche binden. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform der Erfmdung ist der AntikQrper gegen die 
extrazeilulSre DomSne eines Leptin-Rezeptors, insbesondere gegen ein Leptin- 
Bindungsprotein gerichtet. 

In einer weiterenbevorzugten AusfOhrungsform bindet der erfindungsgemd&e An- 
tikdrper A auf einem Leptin-Bindungsprotein an die Bindungsstelle. an die der Li- 
gand bindet. Weiterhin bevorzugt handelt es sich bet denn Ligand um Leptin. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsfomi der Erfindung handelt es sich bei dem 
Leptin-Bindungsprotein um ein in FIQssigkeit, yorzugsweise KdrperflQssigkeit, ge- 
Idstes Oder suspendiertes physioiogisches Leptin-Bindungsprotein. 

In einer weiteren bevoizugten AusfOhrungsfonn der Erfindung handelt es sich bei 
dem Antikdrper A um einen monoklonalen Antlkdrper. Weiterhin bevorzugt, han- 
delt es sich um einen Antikdrperbestandteil, vorzugsweise ein F(ab')2 Fragment 
Oder ein single-chain Antikdrper (scFv) oder ein AntikGrperfragment. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Mischungen von erfindungs- 
gemaOen Antikdrpem im oben genannten Sinne. bspw. Mischungen monoklona- 
ler Antlkdrper oder Mischungen von monoktonalen Antikdrpem mit Antikdrper- 
fragmenten, Mischungen anti-idiotypischer Antlkdrper etc. . 

Besonders bevorzugt ist es, wenn der eifindungsgemSBe Antlkdrper A der Antl- 
kdrper ZMC2 ist. Der monklonale Antlkdrper ZMC2 wurde mit Eingang vom 
25.09.2003 anmelderseitig unter der Nummer DSM ACC2618 mit dem vom Hin- 
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terleger zugeteilten Bezugszeichen: ZMC2 nach Ma&gabe des Budapester Ver- 
trags bei der DSMZ (Deutsche Sammlung fOr Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH) in Braunschweig in lebensfahlger Forni hinterlegt 

5 GemSB einer weiteren AusfOhrungsform ist der erflndungsgema&e Antikdrper A 
humanisiert und gegen einen humanen Leptin-Rezeptor bzw. eln humanes Lep- 
tin-Bindungsprotein gerichtet ist Die Humanisierung von Antikorpem ist im Stand 
der Technik bekannt und kann nach zahlreichen Standardverfahren erfolgen. 

•10 Es ist ein weiterer Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur quantitativen Be- 
i stimmung eines Liganden in einer den Liganden und einen Leptin-Rezeptor 
und/oder eln Leptin-Bindungsprotein - In geldster Oder suspendierter Form - ent- 
haltenden Probe, bel der der zu messenden Probe der erfindungsgemSde Anti- 
kdrper A zugesetzt wird. 

15 

Erflndungsgemaft kann der AntlkOrper A vor oder wShrend, vorzugsweise vor, der 
quantitativen Bestimmung zugesetzt werden und/oder mit der Probe inkubiert 
werden. 

20 Besonders bevorzugt im Rahmen der Erfindung ist ein erfindungsgemalies Mole- 
kQI, das exakt und mit hoher AffinitSt an die Steile des Leptin-Bindungsproteins 
bindet. an die auch der Ligand bindet. Durch die Bindung des erfindungsgemSQen 
MoIekQIs, Z.B. einen Antikorpers A, kommt es zu einer Verdrdngung des Liganden 
(Leptin) vom Leptin-Bindungsprotein, wobei gleichzeitig auch eine emeute Bin- 
25 dung des Liganden verhindert wird. DIese Verdrdngung failt natOrllch umso star- 
ker aus, je grO&er die iVIenge zugesetzten Antikdrpers A. insbesondere im Ver- 
hdKnis zum Leptin-Bindungsprotein, ist, so dass meist ein grower Oberschuss an 
Antikdrpers A gOnstig ist 

30 Der durch die Verdrdngung Jreigesetzte" Ligand (Leptin) kann dann ohne steri- 
sche IHemmung durch das Leptin-Bindungsprotein quantitativ gemessen werden. 
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Da der Antikorpers A selber nicht mit dem zur Messung vom Liganden (bspw. 
Leptin) evt. verwendeten ^ntHUganden-Antikdrpern" B interferiert, entfallt die 
Notwendigkeit einer vorgeschaKeten Entfemung der Antikdrper-A/Leptin- 
Bindungsprotein-Komplexe aus der Probe. Vorteilhafterweise kann die Probe, 
abgesehen vom Zusatz des Antikorpers A und einer eventuellen Vorinkubation, 
genauso eingesetzt werden, wie fur den jeweiligen Assay vom l-lersteller be- 
schrieben. 

Unter „Leptin-Bindungsprotein" bzw. „Bindungsprotein" bzw. „Leptin-Rezeptor" im 
Sinne dieser Erfindung sind alle Proteine zu verstehen, die mit hoher Affinitat ei- 
nen hier zu messenden Liganden binden konnen. Die hier relevanten Leptin- 
Bindungsproteine sind meist Idslich, konnen jedoch auch Zellmambranstandig 
sein bzw. liegen in der Prot>e als Suspension vor. Beispiele sind im Cytosol oder 
Blut auftretende j-iormonbindungsproteinOp bestimmte Idsliche Rezeptoren oder 
15 Anteile von diesen, beispielsweise ein Leptin-Rezeptor, die extrazelluldre Domane 
eines Leptin-Rezeptors, ein Leptin-Bindungsprotein. Beispiele fQr humane Se- 
quenzen solcher Leptin-Bindungsprotein bzw. Bindungsprotein bzw. Leptin- 
Rezeptor sind die Sequenzen 095214. P48357 und 015243 (Quelle: Swiss- 
Prot/TrEMBL). 

20 

Bevorzugt handelt es sicli um Leptin-Bindungsproteine bzw. Bindungsproteine 
bzw. Leptin-Rezeptoren humanen Ursprungs, von der vorliegenden Erfindung 
erfasst sind jedocli auch solche aller anderen Vertebraten, insbesondere Sauge- 
tiere, wie beispielsweise Ratte. Maus, Schwein, Pferd. Rind. Beispiele fur derarti- 
25 ge Sequenzen sind 002671. Q9MYL0. P48356, Q62959. 089013, Q9JLS8 
(Quelle: Swiss-Prot/TrEMBL). 

Unter „Ligand" im Sinne dieser Erfindung sind alle Verbindungen zu verstehen, 
die mit hoher Affinitat an einen Leptin-Rezeptor und/oder ein Leptin- 
30 Bindungsprotein binden und deren Konzentration in bestimmten Assays gemes- 
sen werden kann und beispielsweise fQr medizinische Zwecke auch gemessen 
wird. Beispiele sind Botenstoffe, wie Hormone, Transmitter, bspw. Neurotransmit- 
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ter, ejctrazellulSre Signalpeptide oder -proteine. Cytokine, Chemokine, Lymphoki- 
ne etc.. Ein bevorzugter Ligand der Erflndung 1st Leptin. 

Unter „Probe" im Sinne dieser Erfindung ist jede Art von zu untersuchender L6- 
5 sung zu verstehen, insbesondere aber Losungen medizinisch relevanter Substan- 
zen, wie z.B. Blut, Lymphe, Serum, Urin. Liquor, auch in fQr die Probenbearbei- 
tung aufbereiteter Form. 

Unter Jn geldster oder suspendierter Form" ist im Sinne dieser Erfindung jede 
^^^p Form von Ldsung des Leptin-Bindungsproteins oder des Liganden im weiteren 
Sinne im Ldsungsmittel zu verstehen. Damit sind auch Situationen umfasst, in 
denen beispielsweise das Leptin-Bindungsprotein am Rand oder jenseits des 
Ausfallens ist, aber eben doch noch Bestandteil der Ldsung ist. 

,Antikdrper^ sind im Sinne dieser Erfindung durch Vertebraten oder kOnstiich her- 
gestellte Proteine oder evt. andere Strukturen, die mit hoher Affinitat an eine be- 
stimmte Oberfl§chenkonfirmation (Epitop) eines Antigens, also eines anderen I^o- 
lekikls, binden, vorzugsweise mono- oder polyklonale (Teil)strukturen von Im- 
munglobulinen (bspw. IgG, IgA, IgD, IgE) oder auch polyklonal monospezifische 
Antikorper. Typischerwelse enthalten derartige Antikorper zumindest den variab- 
len Teil von Immungiobulinen, ggf. auch mindestens eine Domdne des konstanten 
Tails von Immungiobulinen. In diesem Sinne sind bspw. auch F(ab)2-Fragmente 
und scFv (single chain Fragmente) Antikdrper im Sinne der vorliegenden Erfin- 
dung. 

Dabei bedeutet ein ,Antikarper gegen das Leptin-Bindungsprotein, der gegen die 
Bindungsstelle des Liganden auf dem Leptin-Bindungsprotein gerichtet ist*. dass 
der Antikdrper als bindendes Epitop spezifisch die Bindungsstelle des Liganden 
auf dem Leptin-Bindungsprotein mit hoher AffinitSt bindet. 



Unter „quantitativer Bestimmung" ist generell jede dem Fachmann bekannte Art 
der Messung der Menge eines getdsten Analyten in einer Probe zu verstehen. 
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Explizit gemeint ist damit z.B. die Quantifizierung Qber chromatographische Me- 
thoden mit einem mitlaufenden Standard und insbesondere die Qber die hochaffi- 
ne Wechselwirlcung zwischen Antilcdrper und Ligand (Antigen) erfolgende Quanti- 
fizieoing durch l<ompetitive Assays oder BIndungsassays, wie z.B. einen Sand- 
wich-Assay auch im ELISA-Fomnat. Ein besondererVorteil dieser Erfindung istes, 
dass das vorgestellte Verfahren des Antilcorperzusatzes mit pralctiscli jedem be- 
l<annten - insbesondere Icommeiziell ertiaitliclien - Testldt bzw. Testsystem zur 
quantitativen Analyse des jeweiligen Analyten (Liganden) oline grdileren Aufwand 
{(ombiniert werden kann. 

Dabei ist es besonders bevorzugt, wenn in dem erfindungsgemdBen Verfahren 
der AntilcOrper A vor oder v^hrend, voizugsweise vor, der quantltativen Bestim- 
mung zugesetzt wird und/oder mit der Probe inlcubiert wind. 



15 Dabei versteht man unter „inl(ubation'' eine RealcUonsbedingung, bei der Realdi- 
onspartner, hier Antilcdrper A und Leptin-Bindungsprotein sowie seloindSr auch 
der Ligand, miteinander eine Reaiction eingehen l<6nnen. Die Inl^ubation ist meist 
zeitlich begrenzt, hier beispielsweise 6, 12, 18 oder 24 h. Insbesondere ist hier 
unter Inkubation die Vorinkubation - beispielsweise Qber 6, 12, 18 oder 24 h - zu 
20 verstehen, die vor Beginn der quantltativen Messung (beispielsweise mit einem 
kommeiziell erhditlichen Testkit) erfolgL 

Ebenso ist es bevorzugt, wenn die im erfindungsgemafien Verfahren gemessene 
Probe FIQssigkeit, bevorzugt KOrperflQssigkelt, besonders bevorzugt humane 
25 KGrperflOssigkeit, insbesondere Blut bzw. humanes Blut, entiidit 

Unter ,K6rperflQssigkeif versteht man Jede aus dem Kdrper eines Vertebraten, 
insbesondere eines Sdugetieres, insbesondere eines Menschen gewonnene 
FIQssigkeit Das ware im Falle des Menschen beispielsweise Blut, Urin oder Lym- 
30 phe, aber auch zytosolische PrUparationen aus menschlichen Zeilen. 
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Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemaHen Verfiah- 
rens 1st das Leptin-Bindungsprotein ein physiologischer Partner des Liganden. 

Die erfindungsgema&e Methode ist auch dann sinnvoll, wenn Ligand und/oder 
Leptin-Bindungsprotein von au&en (exogen) zugesetzt wurde, z.B. also nacli In- 
jelction oder andenweitiger Aufnahme von beispielsweise Leptin als Liganden bei 
Patienten oder Probanden. 

Unter einem „physiologischen Liganden" ist ein Ligand im oben angegebenen 
Sinne zu verstehen, der, oiine von auQen zugesetzt zu sein, im K6rper eines Ver- 
tebraten, insbesondere in einer KdrperflQssiglceit, auftritt Entsprechendes gilt fQr 
das physidogisclie Leptin-Bindungsprotein, wobei dieses audi das natOrliche un- 
ter pliysiologischen Bedingungen auftretende Leptin-Bindungsprotein des pli^io- 
logisdien Liganden ist 

Weiter ist es bevorzugt, wenn das im erfindungsgema&en Verfahren verwendete 
Leptin-Bindungsprotein Idslich ist, vorzugsweise ein Idsliclier Rezeptor oder ein 
Hormon-Bindungsprotein ist. 

Bei einer bevorzugten AusfQhrungsfonn des erfindungsgem3&en Verfahrens ist 
der Ligand eine peptidisclie Verbindung und/oder ein Hormon, vorzugsweise ein 
peptidisches iHomnon, insbesondere Leptin. 

Dabei versteht man unter .peptidisch" jede Verbindung, deren Bestandteile Qber- 
wiegend Qber eine peptidische Bindung R1-NH-C(0)-R2 miteinander verlcnQpft 
sind. 

Unter „Hormon" versteiit man einen chemischen Botenstoff, der in Abstand zu 
seinem Syntiiese- und Freisetzungsort wirlct. Dabei werden Hormone vorzugswei- 
se von endolcrinen DrQsen. bspw. l-iypopliyse, KeimdrQsen oder Epiphyse herge- 
stellt. Beispiele sInd Wachstumshormon oder luteinisierendes Hormon LTH, Insu- 
lin, Melatonin, Glucagon, Gastrin, Angiotensin, Substanz P, Interieukine, Va- 
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sopressin, Endorphine, Enkephaline, Relaxin, der atrionatriuretische Faktor Oder 
auch Leptin. Hormonbindungsproteine sind entsprechend Bindungsproteine (s.o.)> 
die affine Hormone binden. 



5 In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgema&en Ver- 
fahrens ist der Ligand humanes Leptin und das Leptin-Bindungsprotein humanes 
Leptin-Bindungsprotein und der Antikdrper A gegen die Bindungsstelle des Lep- 
tins auf dem Leptin-Bindungsprotein gerichtet 

110 Besonders bevorzugt ist es, wenn der im erfindungsgemSBen Verfahren venwen- 
m dete Antikorper A ein monoklonaler Antikdrper bzw. ein Antikdrperfragment oder 
ein single-chain Antikdrper ist. Dabei ist es besonders bevorzugt, wenn der ver- 
wendete Antikdrper A ZMC2 ist. ZMC2 ist ein monoklonaler Antikdrper. der gegen 
die Bindungsstelle des humanen Leptins auf dem humanen Leptin- 
15 BIndungsproten gerichtet ist und wurde im Rahman der Erfindung zur Ldsung der 
Aufgabe optlmiert. 

Weiter ist es bevorzugt wenn bei dem erfindungsgemd&en Verfahren die quanti- 
tative Bestimmung des Ugandan unter Ausnutzung der Bindung des Liganden als 
Antigen an einen, vorzugsweise monoklonalen, Antikdrper B erfolgt. Dabei ist es 
in einer AusfOhmngsfonn vorteilhaft, wenn die quantitative Bestimmung Dber ei- 
nen kompetitiven Bindungstest, vorzugsweise einen „radio-immuno assay" (RIA), 
erfolgt. Genauso gQnstig ist es auch, wenn die quantitative Bestimmung durch 
Messung eines in Abhangigkeit von der Konzentration des zu messenden Ligan- 
den ansteigenden Messparameters erfolgt, vorzugsweise durch einen enzyme- 
linked immune sorbent Assay (ELISA) und/oder durch einen entsprechenden 
Sandwich-Assay. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgema&en Verfah- 
30 rens wird vor der quantitativen Bestimmung keine Abtrennung des Leptin- 
Bindungsproteins aus der zu messenden Probe durchgefOhrt. Darunter versteht 
man insbesondere, dass es bei der vorliegenden Erfindung unndtig ist, das Lepr 




18 



tin-Bindungsprotein vor der quantitativen Analyse der Probe aus dieser zu extra- 
hieren, wie dies im Stand der Technik bei anderen Homnonen durchgefQhrt wer- 
den muss. Dabei ist praktisch jede Form von Extraktion denkbar, bei der der zu 
messende Ligand - wie beispielsweise das Hormon - in der Probe verbleibt, wah- 
rend das Bindungsprotein abgetrennt wird, z.B. durcli Fallung und/oder Filtration 
mit bestimmten MolekQIgewichtsausschiuBgrenzen, chromatographische Metho- 
den, wie z.B. AfTinitdtschromatographie oder HPLC, DIalyse bei bestimmten Li- 
gandengro&en etc. Aber genau darauf kann vorzugsweise bei Anwendung des 
erfindungsgemd&en Verfahrens verzichtet werden, da durch die Wahl des Anti- 
k6rpers A weder dieser noch der Komplex aus Antikdrper A und Leptin- 
Blndungsproteln an den zu messenden Liganden bindet und damit die Messung 
nicht mehr behlndert oder verfdischt wird, auch wenn das komplexlerte Leptin- 
Bindungsprotein in der Probe verbleibt. Daran andert auch der Einsatz hochaffiner 
Antikdrper B zur quantitativen Messung nichts, da diese an den zu messenden 
Liganden und nicht den Antikdrper A» das Leptin-Bindungsprotein oder den Kom- 
plex aus beiden binden. 

Dieser Vorteil tritt insbesondere bei einem besonders gunstigen und bevorzugten 
erfindungsgemSBen Verfahren auf, bei dem der Antikdrper A so zugegeben wird, 
dass der Antikdrper A in der Probe nach Zugabe in einer hdheren Konzentration 
als das Leptin-Bindungsprotein vorliegt vorzugsweise In einer mindestens um 50 
%, insbesondere mindestens um 100 %, vorzugsweise mindestens um 200 %, 
inst>esondere mindestens um 400 % hdheren Konzentration. 

Gerade diese Zugabe des Antikdrpers A im Oberschuss zum Leptin- 
Bindungsprotein ist besonders gOnstig, da be! ausreichendem Oberschuss des 
Antikdrpers A sowohl alle Liganden von dem Leptin-Bindungsprotein vollstandig 
verdrdngt und somit messbar warden, als auch das Leptin-Bindungsprotein quan- 
titativ komplexiert wird und damit bei der Bestimmung nicht mehr interferiert. 

Die genaue, richtige und ausreichende Menge an spezifischem Antikdrper A, die 
der Probe zur mdglichst interferenzfreien quantitativen Messung des Liganden 
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mindestens und evt. hdchstens zugesetzt werden muss bzw. kann, kann vom 
Fachmann in wenigen einfachen Vorversuchen festgelegt werden. Die optimale 
Zugabe hangt von der l\/lenge an Leptln-Bindungsprotein in der Probe und evt. 
dem venA/endeten quantitativen Testsystem ebenso ab wie rndgiictientveise von 
5 der l\/lenge an zu messendem Liganden. 

Die besonders bevorzugte Form des erfindungsgemSden Verfalirens ist ein Ver- 
faliren zur quantitativen Bestimmung eines Liganden unter Ausnutzung der affi- 
nen Bindung des Liganden als Antigen an einen, vorzugsweise monokionalen, 

•0 Antikdrper B in einer humanes Slut enthaltenden Probe, in welcher der Ligand 
' und ein Leptin-Bindungsprotein in geldster oder suspendierter Form enthalten 
sind, bei welcher der zu messenden Probe der gegen die Bindungsstelle des Li- 
ganden auf dem Leptin-Bindungsprotein gerichtete Antikdrper A, vorzugsweise 
der iiinterlegte monoklonale Antikdrper ZIViC2, in deutlicliem Obersciiuss gegen- 
15 Qi>er der Menge an Leptin-Bindungsprotein vor oder w3hrend, vorzugsweise vor, 
der quantitativen Bestimmung des Liganden mittels Antikdrper B zugesetzt und 
inkubiert wird. 

Vorzugsweise liandelt es sich bei dem Liganden der erfindungsgemS&en Verfati- 
ren um Leptin. 

Durcli die Erfindung wird die Interferenz des Leptin-Bindungsproteins dadurch 
verliindert, dass ein spezifisciier. gezielt gegen das Leptin-Bindungsprotein her- 
gestellter und durcli spezifische Experimente charakterisierter, vorzugsweise mo- 
noklonaler Antikdrper, in hohem Oberschuss zu der zu messenden Probe zuge- 
setzt wird. Ein erfindungsgemdOer Antikdrper A Ist der monoklonale Antikdrper 
ZMC2. ErviAjrde aufgrund seiner besonders bevorzugten Eigenschaft ausgewShtt, 
dass er auf dem Leptin-Bindungsprotein-I^olekQI exakt dort bindet. wo das Lep- 
tinmolekQI ebenfalls bindet l-iierdurcii kommt es - wenn man den Antikdrper im 
Oberschuss zugibt - zu einer VerdrSngung der LeptinmolekQIe aus ihrer Bindung 
an das Leptin-Bindungsprotein. Das so „frelgesetzte" Leptin kann nun ohne steri- 
sche Hemmung durch das Leptin-Bindungsprotein in jedem Immunoassay fQr 
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Leptin gemessen werden. Da der ,Anti-Leptin-Bindungsprotein-Antik5rper^ selber 
nicht mit den zur Messung von Leptin venvendeten ,Antl-Leptin-Antik6rpem" inter- 
feriert, entfallt auch die Notwendigl<eit einer vorgesclialteten Entfemung der Anti- 
korper-Leptin-Blndungsprotein-Komplexe aus der Probe. Praktiscli wird der spe- 
5 zielle Anti-Leptin-Bindungsprotein Antikorper ZMC2 mit der Leptin-verdrangenden 
Eigenschaft der Probe vor der Analyse zugesetzt und die Probe nach Vorinkuba- 
tion, wie fQr den jeweiligen Assay vom Hersteller beschrieben, eingesetzt. 

EIne welterer Gegenstand der Erflndung betriffl einen Antikdrper A als Arzneimit- 
p tel. 

Ein noch weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel enthattend min- 
destens einen erfindungsgemaiten Antikdrper A sowie gegebenenfalls weitere 
Wirkstoffe sowie Zusatz- und/oder Hiifsstoffe. 

15 

Das Arzneimittel entiialtend mindestens einen erfindungsgemaden Antikorper A, 
aber auch ein erfindungsgemaBer Antikorper A alleine sind beispielsweise zum 
einen zur Behandlung eines Leptin-Oberschusses geeignet, da ein Leptin- 
Rezeptor durch den Antikorper A - vorzugsweise vollstandig - blockiert wird, so 
20 dass Leptin nicht an diesen Leptin-Rezeptor binden kann und/der der Antikorper 
A Leptin, das an ein Leptin-Bindungsprotein gebunden ist, aus dieser Bindung 
verdrangt. 

Entsprechend einer weKeren AusfQhrungsform kann ein erfindungsgemd&er Anti- 
25 kdrper A oder ein Arzneimittel enthaltend mindestens einen Antikorper A grund- 
satzlich als Leptin-Antagonisten therapeutisch eingesetzt werden oder zur Her- 
stellung eines Arznelmittels dienen, das die physiologische Wirkung des humanen 
Leptins inhibiert. Dies ist mdglich da das Leptin-Bindungsprotein normalenveise 
ein extrazelluldres Fragment des Leptin-Rezeptors ist und erfindungsgemad ein 
30 Antikorper A an die Bindungsstelle des Leptins am Leptin-Bindungsprotein bindeL 
Desweiteren bindet Antikdrper A sowohi an Idsliches Leptin-Bindungsprotein als 
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auch an den membranstandigen Leptin-Rezeptor und zwar in einer solchen Wei- 
se, dass der Leptin-Rezeptor fQr die Aniagerung von Leptin blockiert ist. 

Ein Arznelmittel, enthaltend einen oder mehr erfindungsgemaBe Antikorper A 
(und ggf. weitere l-iilfs- oder Zusatzstoffe), kann daher auch bei all jenen Erkran- 
kungen zum therapeutischen Einsatz gelangen, bei denen die Wirkung von Leptin 
in unphysiologischer, bspw. patliologisctier Weise, gesteigert ist. Damit ergibt sich 
erfindungsgemSB auch die VenA^endung entsprechender erfindungsgem3&er An- 
tikdrper A oder Arzneimittel enthaltend AntikOrper A zur Behandlung (bzw. zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung) von all jenen Stdrungen, Erkran- 
kungen oder Pathophysiologien. fQr die ein Leptin-Oberschuss dtiologisch ist, 
bspw. Erkrankungen des Energiestofiwechsels, krankhafte Essstfirungen, wie 
Anorexie oder Kachexie. 



15 Durch Verabreichung mindestens eines erfindungsgemaBen Antikorpers A oder 
entsprechender erfmdungsgemaBer Arzneimittel konnen auf diese Art und Weise 
die Wirkung von pathophysiologisch erhdhten extrazelluldren Leptin- 
Konzentrationen blockiert werden, ohne dadurch die entsprechenden Serumkon- 
zentratfonen zu emiedrigen. Es bietet sich daher an. das erfindungsgemaBe Arz- 
20 neimittel bei Erkrankungen wie Anorexia nervosa und bei Kachexie unterschiedli- 
cher Stadien zur Behandlung einzusetzen. Auch die Hypersekretion von Leptin 
bei Insulin-abhangiger Diabetes meilitus, die fQr verschiedenste Folgeerkrankun- 
gen verantwortlich gemacht wird, kann mit dem erfindungsgem3Ben Leptin- 
Antagonlsten bzw. einem Arzneimittel enthaltend mindestens einen Antikorper A 
25 behandeit werden. 

Gegebenenfalls kann eine Therapie betroffener Patienten mit Leptin-Oberschuss 
in Kombination mit solchen Arzneimittein oder WirkstofFen durchgefOhrt werden, 
die die Sekretion von Leptin verringem. 



Weitere Erkrankungen, bei denen ein erfindungsgemaBes Arzneimittel oder ein 
erfindungsgemaBer Antikorper eingesetzt werden konnen oder zur Hei^teilung 
eines Arzneimittels dienen konnen, sind insbesondere verschiedene Zustande, 
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die mit einer unerwQnschten Aktiviemng des Immunsystems einhengehen sowie 
Autoimmunerkrankungen. 

Typischerweise wird ein erfindungsgemdGer Antikdrper als lyophillsiertes Pulver 
vorliegen, das zwischen 0,5 mg und 100 mg erfindungsgemiUen Antikdrper A, 
und weitere Zusatzstoffe. bspw. Glycin, Manitol, und/oder Natriumphosphat Mo- 
nohydrat aufweist. Dieses lyophilisierte Pulver wird in einer geeigneten wassrigen 
Losung bereitgesteilt und dann, bspw. subkutan ein- oder melirfach tSglich verab- 
reicht. 

Prinzipieli kdnnen die erfindungsgemai^ Aizneimittel als flUssige Arzneifonmen 
insbesondere in Forni von injektionsldsungen verabreicht wetxlen. Geeignete Zu- 
satz- und/oder hiiHsstoffe sind z.B. Ldsungs- oder VerdQnnungsmittel, Stabilisato- 
ren, Suspensionsvennittier. Puffersubstanzen, Konservierungsmittel, sowie Farb- 
stoffe, FQIistofle, und/oder Bindemlttel. Die Auswahl der HIHsstoffe sowie die ein- 
zusetzenden Mengen derselben liangt davon ab, ob das Arzneimittel parenteral, 
intravasai, intraven&s, intraperitoneal oder intramuskulSr appliziert werden soil. 
FQr alle parenteralen Applikationen eignen sich Zubereitungen in Fomn von Sus- 
pensionen und Ldsungen sowie leicht rekonstituierbare Trockenzubereitungen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Diagnostikum enthaltend mindes- 
tens einen erfindungsgemSQen Antikdrper sowie gegebenenfalis Zusatz- und/oder 
HilfsstofTe. Unter einem „Diagnostikum" versteht man eine Zubereitung oder 
Hilfsmittei mit deren Hilfe beisplelsweise eine bestimmte Kranklieit diagnostiziert 
werden kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit enthaltend voneinander getrennt 
mindestens eine erste Zubereitung entiialtend mindestens einen erfindungsge- 
maBen AntikOrper A und einen auf der Basis einer Antigen/Antikorper-Reaktlon 
funktionierenden fertigen Testassay zur quantitativen Bestimmung eines Ligan- 
den, der in diesem Test als Antigen dient. 
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Unter einem Kit ist eine gemeinsam auflretende Form verschiedener Bestandteile 
In elner Verpackungsfbrm zu verstehen. Hier Ist es Insbesondere ein Dlagnostik- 
Klt, der die verschiedenen notwendlgen Bestandteile zur quantitatlven Analyse 
eines Liganden enthdit. 

Bevorzugt ist eIn Kit, bei dem die erste Zubereltung einen Antlkdrper A, der gegen 
die Bindungsstelle des Liganden, bevorzugt Leptin, besonders t)evorzugt huma- 
nes Leptin, auf dem, vorzugswelse humanen, Leptln-Bindungsprotein gerichtet ist, 
enthait und/oder neben der ersten Zubereltung und dem auf der Basis elner Anti- 
gen/Antikdrper-Reakb'on funktionieienden fertigen Testassay zur quantitatlven 
Bestimmung eInes Liganden auch eine Zubereltung zur Kaiibrierung enthiit 

Bne besonders bevorzugte AusfQhrungsform ist ein erfindungsgemSBer Kit, In 
dem die erste Zubereltung den Antlkdrper ZMC2 (hinterlegt s.o.) enthSIt und/oder 
die Zubereltung zur Kaiibrierung und/oder der Antlkdrper In dem beliiegenden auf 
der Basis elner Antigen/Antikorper-Reakllon funktionlerenden fertigen Testassay 
zur quantitatlven Bestimmung eines Liganden, vorzugsweise monokionaier, Antl- 
korper B gegen den Liganden gerichtet ist. Vorzugswelse handelt es sich bei 
dem Liganden urn Leptin und der Antlkdrper B ist gegen die 16 kDa gro&e Haup- 
tisoform des Leptin gerichtet 

Ein weiterer Gegenstand der Erflndung ist die Venwendung mindestens eines An- 
tikdrpers zur, vorzugswelse quantitatlven Bestimmung eines physiologischen Li- 
ganden, vorzugsweise Leptin, eines physiologischen Leptin-Blndungsproteins. 

EIn weiterer Gegenstand der Erflndung Ist die Venfvendung mindestens eines er- 
findungsgemskGen Antikdrpers zur IHerstellung eines Medikaments zur Behand- 
lung von Erkrankungen, Stdrungen oder Patiiophysiologlen, die auf einem Leptin- 
Oberschuss beruhen, Energlestofiwechseistdrungen, Insbesondere Essstdrungen 
wie Anorexia nervosa, Kachexie sowie Stdrungen des Immunsystems, insbeson- 
dere unenA/Onschte Aktivierung des Immunsystems und Autoimmunerkrankungen. 
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Verwendung mindestens eines Antikdrpers nach einem der AnsprOche 1 bis 9 
Oder eines Arzneimittels nach Anspmcli 20 zur Beiiandlung von Erl<rankungen, 
Storungen oder Pathopliysiologten, die auf einem Leptin-Oberschuss bemhen, 
Energiestoffwechselstdrungen, insbesondere Essstorungen wie Anorexia nervo- 
5 sa, Kachexie sowie Storungen des Immunsystems, insbesondere unenA^unsciite 
Aktivierung des immunsystems und Autoimmunerkrankungen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfaliren zur l-lerstellung eines 
erfindungsgemd&en Antikdrpers, also eines Antikdrpers, der gegen ein Leptin- 
Bindungsprotein fQr einen Liganden gerichtet ist, mit folgenden Scliritten: (a) Im- 
munisierung von Tieren mit rekombinant hergestelltem Leptin-Bindungsprotein, 
(b) Isolierung von Immunzellen aus dem Tier, (c) Fusion mit IViyelom-Zeilinien 
zu Hybridomzellkulturen, (d) Selektion von Klonen mit hoher Spezifitat fQr das 
Leptin-Bindungsprotein. Die Immunisierung kann in alien fQr derartige Zwecke in 
IS Betraciit kommenden Tieren erfolgen, also bspw. bei l\/iausen, Kaninclien, 
Schweinen, Pferden etc. Um solclie Klone, die Antikorper gegen ein Leptin- 
Bindungsprotein produzieren, von erfindungsgema&en Klonen (die AntikSrper 
produzieren, die spezifiscti gegen die Ligandenbindungsstelle des Leptln- 
Bindungsproteins gerichtet sind) zu trennen, werden geelgnete Medien (z.B. wells 
20 von Mikrotiterplatten, Polystyrolbeads, Plastikrohrchen) mit jeweils einem (unse- 
lektierten) anti-Leptln-Fangantikorper In einem Verfahrensschritt (e) beschichtet, 
und in einem Verfahrensschritt (f) werden das.Leptin-Bindungsprotein und nach- 
folgend der Ligand (z.B. Leptin) hinzugegeben. IHierbei sollte der Ligand maridert 
sein (bspw. durch Biotinyiierung, Label (radiaktiver Laber, Fiuoreszenzmarker, 
25 Enzymmarker (Meerrettlch-Peroxidase) etc.)) oder Qber einen entsprechenden 
anti-Ligand-Antikdrper detektierbar sein, um die Eigenschaft des Liganden, an 
das Leptin-Bindungsprotein in dem mit Fangantikorper beschichteten Behaitnis, 
QberprQfen zu kdnnen. Altemative Verfahren sind demnach bspw. Radioaktivitat, 
Chemiluminiszenz, kolorimetrische Verfahren oder Enzymreaktion. Nach einem 
30 Waschschritt konnen solche „wells" oder „beads" identifiziert werden, die kein 
Signal nach LIgandenzugabe aufweisen. In diesem Fall blockiert der Fangantikor- 
per die Ligandenbindungsstelle, die Bindungsstelie steht damit fur die Liganden- 
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bindung nicht mehr zur VerfQgung, der Fangantikdrper inteiferiert mit dem Llgan- 
den. 

SchlleBllch kann ein erfindungsgemaHer AntikSrper durch kompetitive Bindung- 
sassays Identifiziert werden. Hierzu wird, wie oben beschrieben, besch'ichtet, al- 
lerdings jedes „well" mit einem nIcht spezlfisch die Ligandenbindungsstelle erken- 
nenden antl-Leptin-Bindungsproteln-Antikorper. Nach Zugabe von Leptln- 
Bindungsprotein wiwi In jedes „weir jeweils ein potentiell interessanter AntikSrper 
(mit der Eigenschaft. die Ligandenbindungsstelle spezifisch zu erkennen) mit 
markiertem Ugandan hinzugefQgt Mit zunehmender Konzentration des liganden- 
blndungsstellenspezifischen Antik6rpers nimmt die Signalintensitat des Ugandan 
im „well" ab. Auf diese Weise kdnnen erfindungsgemdBe AntikOrper gegen einen 
Leptin-Rezeptor und/oder ein Leptin-Bindungsprotein selektiert werden. 

15 Altemativ zur Herstellung mit Hilfe von Hybridomen kOnnen auch die sogenannten 
„phage display" Verfahren (Morphosys Oder Cambridge Antibody Technologies) 
zum Einsatz kommen, um potentiell erfindungsgemSBe Antikdrper zu generieren 
und dann, wie oben beschrieben, zu selektieren. 

Im folgenden Abschnitt wird die Erfindung welter durch AusfOhmngsbeispiele er- 
lautert, ohne sie darauf zu beschrdnken. 

AusfQhrungsbeisplele und Abbildung: 

Abbiidung: 

Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung in AusfUhrungsbeispiel 2. Die 
Ergebnisse belegen, dass die Zugabe des erfindungsgemaBen Antikorpers den 
30 Einfluss, den Leptin Qber den Leptin-Rezeptor vemriittelt, verringem bzw. aufhe- 
ben kann. 
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AusfCihrungsbeispiele 
AusfQhrungsbeispiel 1 : 

Hersteilung von Antikdrper A (gegen Leptin-BP gerichtet) 

Mehr als 20 Balb/c Mause wurden mit rekombinant hergestelltem Leptin-BP wie- 
derholt nach dem allgemein bekannten Verfahren (siehe Beipackzettel Titermax®) 
immunisiert. Bei Enreichen eines hohen Titers gegen Leptin-BP wurde die MHz 
den Tieren entnommen, und es wurden nach dem von K6hler und Milstein (Conti- 
nuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity, Nature, 
1975, Aug. 7; 256 (5517): 495-7) beschriebenen Verfahren diirch Fusion mit einer 
Maus-Myeiom-Zelllinie Hybridomzellkulturen hergestellt. Ebenfalls nach allgemein 
bekannten Verfahren (Limitierende VerdOnnung (limited dilution). Screening der 
Hybridomzellkultur-Oberstande mit markiertem Antigen) wurden solche Klone se- 
lektiert, die monoklonale Antikdrper hoher Affinitslt und Spezifitdt fQr Leptin-BP 
produzierten. 

Die meisten der selektierten Klone waren gegen solche Epitope auf dem Leptin- 
BP-MolekQI gerichtet, die auBerhalb der Bindungsstelle fUr Leptin liegen. Urn er- 
findungsgemSBe Antikdrper A zu selektieren, die gegen ein Epitop innerhalb der 
Bindungsstelle gerichtet sind, wurde zunachst eIner der vielen Antikdrper, die 
Leptin-BP auBerhalb der Bindungsstelle binden, eingesetzt. Dieser wurde da- 
durch identifiziert, dass alle monoklonalen Antikdrper gegen Leptin-BP (mdglichst 
viele), z.B. Jewells in getrennte Vertiefungen (wells) einer Mikrotiterplatte (Polysty- 
rolplatten mit hochadsorptiver Oberfidche) als Fangantikdrper, aufgebracht wur- 
den (altemativ kdnnen auch andere Verfahren, z.B. beschichtete Polystyroibeads, 
beschichtete Plastikrdhrchen etc., zum Einsatz kommen). Daraufhin wurde re- 
kombinantes Leptin-BP dazugegeben, welches an die Beschichtungsantikdrper 
bindet - in zunachst noch unbekannter Ausrichtung (Bindung je nach Epitop in- 
nerhalb Oder auBerhalb der Hormon-Rezeptor-lnteraktionsstelle). SchlieBlich wur- 
de marklertes (in unserem Fall biotinyllertes) Leptin hinzugegeben, welches nun 
ausschlieBlich an die Leptin-BP-MolekQIe binden kann, deren Bindungsstelle frei 
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zuganglich ist (d.h., bei denen der BeschichtungsantikSrper nicht mit der Leptin- 
bindung interferiert). Die Messung gebundenen Antikorpers erfolgte durch die Zu- 
gabe von Streptavidin-Europium, welclies an gebundenes biotinyliertes Leptin 
bindet und in einem Fluorometer vemnessen werden kann (zeitaufgeloste Fluo- 
5 reszenz nach Zugabe von Enhancement-Solution). Altemativ kann dieser Schritt 
auch mit den analogen Methoden (Radioaktivitat, Enzymreaktion/kolorimetrisches 
Verfahren Oder Chemilumineszenz) durchgefdhrt werden. 

Um nun einen Antikdrper aufzufinden, der gegen die Bindungssteile gerichtet ist, 
10 wurde eine l\/likrotiterplatte mit einem der nacii oben angegebenen Verfahren se- 
^ lektlerten Antikorper gegen Leptin-BP, der nicht mit der Bindung von Leptin inter- 
W feriert, beschichtet. Zugabe von Leptin-BP bewirkte, dass die Leptin-BP-MolekQIe 
gerichtet gebunden werden, also mit einer frei zuganglichen Bindungssteile fOr 
Leptin, Nunmehr wurde biotinyliertes Leptin zugegeben und zugleich alle anderen 
15 monoklonalen Antikorper gegen Leptin-BP (wieder jeder Antikorper in eine eigene 
Vertiefung der I\/likrotiterplatte). Wenn nun ein Antikorper gegen die Bindungsstei- 
le gerichtet ware, sollte er die Bindung von biotinyliertem Leptin konzentrations- 
abhgingig behindem. was an abfallender Signalintesitat erkannt werden konnte 
(Detektionsverfahren in unserem Falle wieder zeitaufgeldste Fluoreszenz (Strep- 
20 tavidin-Europium). Zur Bestatigung wurde im umgekehrten Experiment versucht, 
biotinylierte Antikdrper gegen Leptin-BP durcli Zugabe von unmarkiertem Leptin 
^ zu verdrangen. Dies ist dann mfiglich, wenn der biotinylierte Antikdrper mit dem 
^ nicht-markierten Leptin um die Bindung an die Rezeptorbindungsstelle konkur- 
riert, also das Epitop des mAbs innerhalb der Leptin/ Leptin- 
25 Rezeptorinteraktionsstelle liegt. 

Ausfuhrungsbeispiel 2: 

Nachweis der Wirksamkeit eines erfindungsgemaBen Antikorpers und der 
damit verbundenen Verbesserung allgemeiner quantitativer MeBmethoden 
30 bei storendem Leptin-Blndungsprotein 
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Leptin-Bindungsprotein wurde auf efner Mikrotiterplatte so immobilisiert, dass die 
Bindungsstelle fOr Leptin frei zuganglich ausgerichtet war. Dies geschieht mithilfe 
eines anderen Antikorpers gegen Leptin-Bindungsprotein, der nicht innerhalb, 
sondem auSerhalb der Hormon-Rezeptor-lnteraktionsstelle bindet. Danacli wurde 
markiertes (biotinyliertes) Leptin zugegeben. Nun werden zu den Inkubationen 
Pufferlosungen mit aufsteigenden Konzentratlonen des erfindungsgemaBen Anti- 
korpers ZMC2 zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden wurde die 
an das immobillsierte Leptin-Bindungsprotein gebundene IVIenge markierten Lep- 
tins durch Zugabe eInes Fluoreszenzfarbstoffes, der spezifisch an das Biotin bin- 
det, gemessen. 

M\t aufsteigender Konzentration von ZMC2 nahm die Bindung von biotinyliertem 
Leptin ab, wodurch der Verdrdngungseffet von ZMC2 bewiesen wurde. 

Des weiteren wurde in einem Zellkulturassay die funktionelle Blockade des Lep- 
tin-Rezeptors durch ZMC2 nachgewiesen. Dazu wurden HEK293-Zellen transient 
mit dem, humanen Leptin-Rezeptor sowie einem STAT 3-Luzlferase-Reporter 
transfiziert. Dieses Konstrukt ermoglicht die Visuaiisierung bzw. Messung der 
durcli Leptin ausgeldsten intrazellularen Signalkaskadenaktivierung. 
Wie in Abbildung 1 gezeigt, fOhrt die Zugabe von Leptin zur Zellkultur zu einer 7-8 
fachen Steigerung der Luziferaseaktivitat (verglichen mit der Kontrolle oline Lep- 
tin). Die Zugabe des erfindungsgem3&en Antikorpers ZMC2 zum Ansatz (5 pg/ml) 
verhindert - im Gegensatz zum Kontrollantikdrper (Antikorper mit irrelevanter 
Spezifitat, in diesem Fail gegen KLH) - diese Aktivierung. 
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Patentanspruche 

1. Antikorper A gegen einen Leptin-Rezeptor und/oder ein Leptln- 
Bindungsprotein, dadurch gekennzeichnet, dass dieser Interaktion des Leptin- 
Rezeptors und/oder des Leptin-Bindungsproteins mit einem Liganden im we- 
sentlichen vermindert, vorzugsweise verhindert. 

2. Antikdrper A nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass dieser gegen 
die extrazelluiare Domane eines Leptin-Rezeptors, insbesondere gegen ein 
Leptin-Bindungsprotein, gerichtet ist 

3. Antikorper A nach einem der AnsprOche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass dieser auf einem Leptin-Bindungsprotein an die Bindungssteile fOr den 
Liganden bindet. 

4. Antikorper A nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei dem Liganden um Leptin handeit. 

5. Antikdrper .A nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei dem Leptln-Bindungsprotein um ein in FIQssigkeit, vorzugs- 
weise KdrperflDssigkeit, gelostes oder suspendiertes physiologisches Leptin* 
Bindungsprotein handeit. 

6. Antikorper A gema& einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich um einen monoklonalen AntikOrper handeit. 

7. Antikorper A gemaS einem der AnsprOche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Antikorper A ein AntikOrperbestandteil, vorzugsweise ein F(ab')2 
Fragment oder ein single-chain Antikorper (scFv) oder ein Antikorperfragment 
handeit. 



30 



8. Antikdrper A gemaQ einem der AnsprQche 1 oder 7, dadurch gekennzeichnet. 
dass der Antikdrper A der Antikdrper ZMC2 ist 

9. Antikorper A gemaB einem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzeiclinet, 
dass der Antikdrper humanisiert ist und gegen einen humanen Leptin- 
Rezeptor bzw. ein humanes Leptin-Bindungsprotein gerichtet ist. 

10. Antikorper A gema& einem der AnsprOclie 1 bis 9 als Arzneimittel. 

H.Verfahren zur quantltativen Bestimmung eines Liganden in elner den Ugandan 
und einen Leptin-Rezeptor und/oder ein Leptin*Bindungsprotein in geldster 
Oder suspendierter Form enthaltenden Probe, dadurch gekennzeichnet, dass 
der zu messenden Probe mindestens ein Antikdrper A gemaK einem der An- 
sprQche 1 bis 9, zugesetzt wird. 

12.Verfahren gemSH Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass der mindes- 
tens eine Antikdrper A vor oder wahrend, vorzugsweise vor, der quantltativen 
Bestimmung zugesetzt wird und/oder mit der Probe inkubiert wird. 

IS.Verfahren gemSlfi einem der AnsprQche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Probe FIQssigkeit, bevorzugt KdrperflQssigkeit, besonders bevorzugt 
humane KdrperflQssigkeit, insbesondere Blut bzw. humanes Blut, enthdit. 

14. Verfahren gemad einem der AnsprQche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Leptin-Bindungsprotein ein physiologischer Partner des Liganden ist. 

15. Verfahren gemdfi einem der AnsprQche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Leptin-Bindungsprotein Idslich ist, vorzugsweise ein idslicher Leptln- 
Rezeptoranteil, und/oder ein Hormon-Bindungsprotein, insbesondere ein Idsli- 
ches Hormon-Bindungsprotein, ist. 
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le.Verfahren gemSft einem der AnsprQche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet. 
dass die quantitative Bestimmung des Liganden unter Ausnutzung der Bin- 
dung des Liganden ais Antigen an einen, vorzugsweise monoldonalen, Anti- 
Icdrper B erfolgt. 

5 

17.Verfahren gemafi Anspructi 16, dadurcli gekennzeichnet, dass die quantitative 
Bestimmung Qber einen kompetitiven Bindungstest, vorzugsweise einen „ra- 
dio-immuno assay" (RIA) erfolgt 

•10 IS.Verfaliren gemSH Ansprucli 16, dadurcli gekennzeichnet, dass die quantitative 
m Bestimmung durch Messung eines In Abhangigkeit von der Konzentratk>n des - 
zu messenden Liganden ansteigenden Messparameters erfolgt, vorzugsweise 
durch einen enzyme-linked Immuno sorbent Assay (ELISA) und/oder durch ei- 
nen Sandwich-Assay. 

15 

lO.Verfahren gemafi einem der Anspruch 11 bis 18, dadurch gekennzeichnet 
dass vor der quantitativen Bestimmung keine Abtrennung des Leptin- 
Bindungsproteins aus der zu messenden Probe erfolgt. 

20. Verfahren gemd& einem der AnsprQche 11 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass der mindestens eine Antikdrper A so zugegeben wird, dass der mindes- 
tens eine Antikdrper A in der Probe In einer hSheren Konzentration als das 
Leptin-Bindungsprotein voriiegt, vorzugsweise in einer mindestens um 50 %, 
insbesondere mindestens um 100 %, vorzugsweise mindestens um 200 %, 
Insbesondere mindestens um 400 % hdheren Konzentratk>n. 

21. Verfahren gemSd einem der AnsprQche 11 bis 20, dadurch gekennzeichnet, 
dass der LIgand Leptin ist. 

30 22. Arzneimittel enthaitend mindestens einen Antikorper A gem3Q einem der An- 
sprQche 1 bis 9 sowie gegebenenfalis weitere Wirkstoffe sowie Zusatz- 
und/oder Hilfsstoffe. 
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23. Diagnostikum enthaltend mindestens einen Antik6rper A gemaft einem der 
AnsprQche 1 bis 9 sowie gegebenenfalis Hilfsstoffe. 

24. Kit enthaltend voneinandergetrennt mindestens eine erste Zuberertung enthal- 
tend mindestens einen Antikerper A gemaS einem der AnsprQche 1 bis 9 und 
einen auf der Basis einer Antigen/Antikdrper-Reaktion funktionierenden ferti- 
gen Testassay zur quantltativen Bestimmung eines Liganden. 

25. Kit gemaB Anspruch 24, dadurch gekennzelchnet, dass die erste Zubereitung 
den Antikorper ZMC2 enthait und/oder eine Zubereitung zur Kallbrierung 
und/oder der Antikorper B. in dem auf der Basis einer Antigen/AntikOrper- 
Reaktlon funktionierenden fertigen Testassay zur quantitativen Bestimmung 
eines Liganden. gegen den Liganden gerichtet ist. 

26. Kit gemdQ Anspruch 25, dadurch gekennzelchnet. dass es sich bei dem Li- 
ganden um Leptin handelt und der AntikGrper B gegen die 16 kDa groBe 
Hauptlsofonn des Leptins gerichtet ist 

27. Kit gemSB einem der AnsprQche 25 bis 26, dadurch gekennzelchnet, dass der 
Antik5rper B ein monoklonaler Antikdrper ist 

28. Verwendung mindestens eines AntikQrpers A gemau einem der AnsprQche 1 
bis 9 zur, vorzugsweise quantitativen, Bestimmung eines Liganden In einer 
physlologischen Losung, weiche auch ein physiolpglsches Leptin- 
Bindungsprotein enthdK. 

29. Venwendung mindestens eines AntikOrpers A gemSB einem der AnsprQche 1 
bis 9 zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Erkrankungen. 
Stdrungen Oder Pathophyslologien. die auf einem Leptin-Oberschuss beruhen, 
Energiestoffwechselstdrungen, insbesondere EssstSrungen, wie Anorexia ner- 
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vosa, Kachexie sowie S^rungen des Immunsystems, insbesondere uner- 
wQnschte Aktivierung des Immunsystems und Autbimmunerkrankungen. 

30. Verwendung mindesfens eines AntikOrpers nach einem der AnsprQche 1 bis 9 
Oder eines Arzneimrttels nach Anspruch 22 zur Behandlung von Erkrankun- 
gen, Stdrungen oder Pattiophysiologien, die auf einem Leptin-Obersciiuss be- 
rutien, Energiestoflweciiselstdrungen, insbesondere Essstorungen, wie Ano- 
rexia nervosa, Kachexie sowie Stdrungen des Immunsystems. insbesondere 
unerwQnschte Aktivierung des Immunsystems und Autoimmunerkrankungen. 
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Abbildung 1: Effekt von ZMC 2 aufdie Leptinindu^erte Signalaktivierung intrazeUiaUr, 
Mittelwert (dStandardfehler) der korrigierten Luciferaseaktivitat in transient transfizterten 
BEK293ZeUen. . 
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Zusatnmenfassunq 

Die Erflndung betrifft spezifische AntikSrper, insbesondere einen AntikOrper spezi- 
fisch gegen das Leptinbindungsprotein, sowie die Verwendung dieses AntikSrpers 
be! der quantitativen Analyse, in ausgewahlten Indikationen fQr therapeutisclie 
Zwecke und zur Herstellung von Therapeutlka. Die Erfindung betiiffi weiterhin ein 
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Leptin in der Probe geldster oder 
suspendierter Bindungsproteine unter Venwendung spezifischer AntikSrper, sowie 
Diagnostika und (Diagnostik-) Kits entlialtend diesen Antikdrper. 
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AbbUdung 1: Bffekt von ZMC 2 aufdie Leptinindu^rte Signalaktivierung intrazeUuIan 
MiUelwert (dStandardfehler) der korrigierten Luciferaseaktivitat in transient 
HEK293Zeaen. 
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